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Resumo – O objetivo deste trabalho foi clonar e induzir a expressão de fragmento da proteína capsidial de  
Banana streak OL virus (BSOLV-CP) em Escherichia coli, bem como purificar a proteína recombinante obtida. 
Empregou-se um par de iniciadores específicos para amplificar, em PCR, um fragmento de aproximadamente 
390 pb, da região codificadora da porção central da BSOLV-CP. O fragmento obtido foi clonado em vetor 
pGEM-T Easy, subclonado em vetor pQE-30 e transformado em células de E. coli M15 (pREP4) por choque 
térmico. A expressão da proteína foi induzida por tiogalactopiranosídeo de isopropila (IPTG), e a proteína 
recombinante BSOLV-rcCP de 14 kDa foi detectada em Western blot e Dot blot. A expressão da proteína 
BSOLV-rcCP abre novas possibilidades para a obtenção de antígenos para a produção de antissoros contra o 
BSOLV.
Termos para indexação: Badnavirus, Escherichia coli, Musa, antissoro, bananeira, expressão de proteínas 
recombinantes. 
Cloning and purification of Banana streak OL virus coat protein fragment
Abstract – The objective of this work was to clone and to induce the expression of a fragment of Banana streak 
OL virus coat protein (BSOLV-CP) in Escherichia coli, as well as to purify the obtained recombinant protein. 
Two specific primers were used for the PCR-amplification of approximately 390-bp fragment of the codifying 
region of the BSOLV-CP central portion. The obtained fragment was cloned in pGEM-T Easy vector, subcloned 
in pQE-30 expression vector and transformed into competent E. coli M15 (pREP4) cells by heat shock. The 
protein expression was induced by isopropyl thiogalactopyranoside (IPTG) and the 14-kDa BSOLV-rcCP 
recombinant protein was detected in Western and Dot blotting. The expression of the BSOLV-rcCP protein 
enables new approaches to the obtention of antigens for the antisera production against BSOLV.
Index-terms: Badnavirus, Escherichia coli, Musa, antisera, banana plant, recombinant protein expression.
Introdução
A bananeira é uma planta herbácea, monocotiledônea, 
pertencente ao gênero Musa (Musaceae, Zingiberales) 
(Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2007). O Brasil 
figura atualmente como o quarto maior produtor de 
bananas do mundo (Food and Agriculture Organization 
of the United Nations, 2007). 
A micropropagação in vitro da bananeira consiste 
na melhor opção para a obtenção de mudas, por 
possibilitar a multiplicação em qualquer época do 
ano e promover aumento da produção (Oliveira et al., 
2001). No Brasil, o Banana streak virus (BSV) foi 
primeiramente descrito em bananeiras por Brioso 
et al. (2000) e, posteriormente, por Marinho & Batista 
(2005), em mudas de bananeira provenientes de cultura 
de meristemas, importadas da Costa Rica. 
O BSV tem partículas baciliformes com largura 
constante de 30 nm e comprimento que varia de 
120 a 150 nm (Hull et al., 2005). Seu genoma 
é composto de DNA circular de fita dupla, com 
tamanho aproximado de 7,4 kb e três ORFs (“open 
reading frames”). As estruturas ORF I e ORF II, 
potencialmente, codificam duas pequenas proteínas 
de funções desconhecidas com 22,8 e 14,5 kDa, 
respectivamente. A ORF III codifica uma poliproteína 
de 208 kDa que consiste de uma provável proteína 
de movimento célula a célula, uma proteína capsidial, 
uma protease aspártica e uma replicase viral, que tem 
funções de transcriptase reversa e de ribonuclease H. 
Acredita-se que essa poliproteína seja clivada, após 
sua transcrição, em suas unidades funcionais, pela 
protease aspártica (Harper & Hull, 1998).
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Os métodos para detecção do BSV são: a inspeção 
por sintomas, que podem ser confundidos com os 
causados pelo Cucumber mosaic virus; microscopia 
eletrônica; ELISA ("enzyme-linked immunosorbent 
assay"); e PCR ("polimerase chain reaction") (Harper 
et al., 1999). Foram desenvolvidos ensaios para a 
detecção do BSV por PCR multiplex (Figueiredo & 
Brioso, 2007) e por imunocaptura seguida de reação de 
PCR (IC-PCR) (Harper et al., 1999; Le Provost et al., 
2006).
Ndowora et al., 1999, comprovaram a presença, 
no genoma da bananeira, de EPRV (“endogenous 
pararetroviral sequences”) que são sequências virais 
integradas ao genomas de plantas. Para o genoma 
da bananeira, já foram descritos dois tipos de EPRV 
relacionados ao BSV: um tipo que contém o genoma 
completo do vírus e que pode originar partículas virais e 
causar infecção epissomal; e outro tipo com sequências 
incompletas do BSV, não relacionadas à manifestação 
da doença (Jaufeerally-Fakim et al., 2006). A hipótese 
de que a propagação in vitro pode atuar como 
desencadeadora da infecção a partir das EPRV ganhou 
força com estudos realizados por Dallot et al. (2001) e 
Côte et al. (2010), ainda que os mecanismos para que 
tal evento ocorra não sejam entendidos.
O BSV tem causado grande preocupação nos últimos 
anos, em razão do aumento de relatos de infecção nas 
linhagens de bananeira e híbridos micropropagados 
(Le Provost et al., 2006). Genótipos resultantes de 
cruzamentos entre M. acuminata e M. balbisiana, 
inclusive uma variedade de novos híbridos, mostraram 
a tendência de produzirem propágulos infectados 
pelo BSV, mesmo quando são utilizadas plantas 
assintomáticas na cultura de tecidos (Dallot et al., 
2001).
Para a detecção da infecção epissomal e da 
possível ativação das sequências do BSV integradas à 
bananeira, há a necessidade de produção de antissoros 
que possam detectar os diferentes isolados do vírus. 
Atualmente, a expressão e purificação de proteínas 
virais recombinantes em Escherichia coli são uma 
alternativa para a obtenção de antígenos para a produção 
de antissoros (Radaelli et al., 2008). Para o BSOLV, 
ainda não foi realizada a produção e purificação da 
proteína capsidial recombinante. 
O objetivo do presente trabalho foi clonar e induzir 
a expressão, em E. coli, de um sítio antigênico da 
região central da capa proteica do Banana streak OL 
virus (BSOLV-rcCP), e sua purificação. 
Material e Métodos
Neste trabalho foram empregadas folhas de 
bananeira (Musa sp.), cultivar Terra Anã, procedente 
de São José dos Campos, SP, com sintomas de estrias 
foliares, mosaico e lesões foliares cloróticas.
Foram desenhados dois iniciadores específicos – 
BSVOL-CP2/R (antissenso 5’- AAG CTT GGA TAA 
TTC TTC TGA GG -3’, Hind III) e BSVOL-CP2/F 
(senso 5’- GAG CTC ATT ACC CTC CTA CAC AT 
-3’, Sst I) – de acordo com a sequência depositada 
no GenBank, número de acesso AJ_002234.1, para 
amplificar a região codificadora de 386 pb de um 
sítio antigênico, da região central da capa proteica do 
BSOLV (BSOLV-CP), em PCR. Para a obtenção do 
sítio antigênico, foi empregado o programa “Antibody 
Epitope Prediction” (Peters et al., 2005).
A extração de DNA total das folhas de bananeira 
foi realizada pelo método CTAB (brometo de 
cetiltrimetilamônio) (Dellaporta et al., 1983). Para a 
amplificação do fragmento da BSOLV-CP, utilizou-
se o kit GoTaq DNA polymerase (Promega, Madison, 
EUA). Foram misturados, em tubo de polipropileno 
para PCR, 10 µL de 5X GoTaq Reaction Buffer 
(Promega, Madison, EUA), 1 µL de mistura de dNTPs 
(10 mmol L-1 cada dNTP), 1 µL de iniciador senso 
(20 mML-1), 1 µL de iniciador antisenso (20 mML-1), 
0,2 µL GoTaq DNA polymerase (5 U µL-1) (Promega, 
Madison, EUA), 2 µL (aproximadamente 10 ng) de 
DNA molde, e água destilada deionizada estéril para 
50 µL. A reação foi conduzida em termociclador 
PTC-100 (MJ Research Inc., Watertown, EUA). As 
temperaturas e tempos de incubação foram: 94°C, por 
2 min; 40 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 s e 
72°C por 60 s; 72°C por 4 min; e 4°C até a utilização 
da amostra. A presença do produto amplificado foi 
confirmada por eletroforese em gel de agarose a 
1,5% em tampão TAE (40 mmol L-1 Tris acetato, 
2 mmol L-1 EDTA), com brometo de etídeo (1 µg L-1), e 
visualizada sob luz ultravioleta em fotodocumentador 
AlphaImager TM 1220 (Alpha Innotech, San Leandro, 
EUA).
Para remoção de iniciadores, dNTP e sais dos produtos 
obtidos na PCR, foi realizada uma purificação com o 
kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN, Valencia, 
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EUA), conforme indicação do fabricante. O produto 
de DNA amplificado e purificado foi inserido no 
vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, EUA), 
conforme protocolo do fabricante: foram misturados 
5 µL de 2X Rapid Ligation Buffer (Promega, Madison, 
EUA), T4 DNA ligase, 1 µL pGEM-T Easy (50 ng), 
3 µL do produto purificado da PCR, 1 µL T4 DNA 
ligase, e a reação foi incubada por 1 hora a temperatura 
ambiente.
O vetor com o inserto foi, então, inserido nas células 
competentes de Escherichia coli DH10B, por meio de 
transformação via choque térmico, em que as células 
foram misturadas ao vetor, com permanência de 
exatamente 1 min a 42°C, seguida de 2 min em gelo. 
Foi adicionado 1 mL de meio de cultura Circlegrow 
(CG) (Qbiogene), e as bactérias foram incubadas sob 
agitação por 1 hora a 37°C. 
O meio com as bactérias foi centrifugado a 
10.000 g, e aproximadamente 850 µL do sobrenadante 
foi descartado. As bactérias foram suspendidas e 
plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB) sólido, 
(Fischer-Biotech, Adelaide, Australia), com ampicilina 
(100 µg mL-1) e X-gal (4 µL de solução 20 mg mL-1) e 
incubadas a 37°C, por 16 horas. Após o crescimento, as 
colônias brancas foram cultivadas em meio CG, por 24 
horas a 37°C, sob agitação e, então, submetidas a uma 
mini-preparação "Wizard Plus SV Minipreps DNA 
Purification Systems" (Promega, Madison, EUA), para 
a purificação dos plasmídeos, conforme indicação do 
fabricante.
O fragmento clonado em pGEM-T Easy foi 
submetido à reação de sequenciamento automático 
pelo sistema Big Dye Terminator – Cycle Sequencing 
Ready Reaction (Applied Biosystems), pelo método de 
terminação de cadeia (Sanger et al., 1977). A reação 
de sequenciamento foi analisada em aparelho ABI 377 
(Applied Biosystems, California, EUA), e a sequência 
de nucleotídeos foi submetida ao programa "Basic 
Local Alignment Search Tool" (BLAST), (Altschul 
et al., 1990).
O vetor construído pGEM-T Easy + BSOLV-CP 
e o vetor de expressão pQE-30 (QIAGEN, Valencia, 
EUA) foram submetidos à digestão com as enzimas de 
restrição Hind III e Sst I, por 2 horas, a 37°C, para 
obtenção de extremidades compatíveis. Os produtos 
da reação foram submetidos à eletroforese em gel de 
agarose, a 1,5%, e observados sob luz ultravioleta, em 
aparelho Eletronic U.V. Transluminator (Ultra-Lum, 
Claremont, EUA), em intensidade baixa. As bandas 
correspondentes ao inserto BSOLV-CP e ao 
vetor pQE-30 foram excisadas do gel e purificadas 
com o kit PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen), 
segundo indicação do fabricante.
A reação de ligação entre o vetor pQE-30 e o inserto 
BSOLV-CP foi realizada conforme protocolo do 
fabricante (Quiagen, Valencia, EUA). O vetor pQE-30 
(1 µL) e o inserto (3 µL) digeridos foram misturados a 
5 µL de 2X Rapid Ligation Buffer e 1 µL T4 DNA ligase. 
A reação foi incubada por 16 horas a 16°C. Células 
competentes de E. coli M15 (pREP4) foram 
transformadas com a construção pQE-30 + BSOLV-CP, 
por meio de choque térmico, na forma descrita 
anteriormente. As bactérias foram plaqueadas em meio 
LB sólido com ampicilina (100 µg mL-1) e canamicina 
(25 µL mL-1), e mantidas a 37°C por 24 horas. Após 
crescimento, as colônias foram cultivadas em 2 mL de 
meio CG com ampicilina (100 µg mL-1) e canamicina 
(25 µL mL-1), por 16 horas, sob agitação para, então, 
serem submetidas à extração de DNA plasmidial, 
conforme descrito anteriormente.
Foram selecionados 16 clones de E. coli M15 (pREP4), 
que continham a construção pQE-30 + BSOLV-CP. 
Cada clone foi cultivado em 2 mL de meio CG com 
ampicilina (100 µg mL-1) e canamicina (25 µg mL-1) 
por 30 min. A expressão da proteína recombinante 
BSOLV-rcCP foi induzida pela adição de 
tiogalactopiranosídeo de isopropila (IPTG), à 
concentração final de 1 mmol L-1, por 16 horas. As células 
bacterianas foram sedimentadas por centrifugação a 
10.000 g, lisadas em tampão de lise (60 mmol L-1 Tris-HCl 
pH 6,8, 5% glicerol, 2% SDS, 4% β-mercaptoetenol). 
Foi empregado Dot blot, para verificar a presença e o 
melhor nível de expressão da proteína BSOLV-rcCP. 
Como controle positivo, foi utilizado um clone que 
continha a construção BSOLV-rcCP induzido e, como 
negativo, um clone não induzido.
Para o isolamento da proteína BSOLV-rcCP, foi 
realizada a purificação da proteína expressa em clone 
selecionado de E. coli M15 (pREP4), em coluna de 
níquel-agarose, conforme protocolo HisTrap HP Kit 
(GE Health Care Bio-Sciences, Piscataway, EUA), 
sob condições desnaturantes de ureia 8 mmol L-1. Um 
volume de 100 mL de cultura bacteriana induzida 
com IPTG, à concentração final de 1 mmol L-1, 
durante 16 horas, foi centrifugado a 7.000 g por 15 
min, e o precipitado foi suspendido em tampão de lise 
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(20 mmol L-1 fosfato de sódio, 8 mol L-1 ureia, pH 7,4). 
Todas as frações da lavagem da coluna, eluição da 
proteína e do lisado bacteriano bruto foram coletadas e 
submetidas à SDS-PAGE, Western blot e Dot blot, para 
localização da fração da proteína eluída.
A fração com a proteína BSOLV-rcCP purificada 
foi aplicada em gel desnaturante de poliacrilamida 
(gel concentrador 4% e gel de separação 12%), 
submetida à eletroforese, e corada com solução 
aquosa de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05% 
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, EUA), por 1 hora. 
O gel foi descorado com lavagens sucessivas de água 
destilada deionizada até a visualização da banda 
correspondente à proteína BSOLV-rcCP. A banda foi 
excisada do gel e homogeneizada com igual volume de 
água destilada deionizada.
Para a separação das proteínas e localização da proteína 
BSOLV-rcCP, alíquotas do lisado bacteriano bruto e das 
frações purificadas da BSOLV-rcCP foram submetidas 
à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) (gel concentrador 4% e gel de separação 
12%) com equipamento para eletroforese vertical Mini 
Protean II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, EUA). 
Foi utilizada a solução BenchMark Prestained Protein 
Ladder (Invitrogen Brasil Ltda., São Paulo, Brasil), 
como marcador de massa molecular pré-corado. O gel 
foi submetido a 200 V, por 45 min. Em seguida, o gel foi 
incubado em solução corante (50% metanol, 10% ácido 
acético, 40% água destilada, 0,05% Coomassie Brilliant 
Blue R-250), por duas horas, e descorado com sucessivas 
lavagens de solução descorante (7% ácido acético, 5% 
metanol, 88% água destilada). Para o Western blot, 
as proteínas presentes em um gel não corado foram 
transferidas para a membrana de nitrocelulose, em 
sistema semisseco, com uso do equipamento Trans-blot 
SD (Bio-Rad), por 30 min.
Após a transferência, a membrana foi incubada em 
solução bloqueadora (100 mmol L-1 Tris HCl pH 7,5, 
0,9% NaCl, 1% leite desnatado, 1% Tween-20) a 37°C. 
Após 30 minutos, a membrana foi lavada duas vezes 
com tampão TTBS (100 mmol L-1 Tris HCl pH 7,5, 
0,9% NaCl, 1% Tween-20), seguida de incubação por 1 
hora a 37°C com antissoro anti-6xHis (GE Healthcare 
Bio-Sciences, Piscataway, EUA) (1:1.000 em TTBS). 
Após o período de incubação, a membrana foi lavada 
duas vezes com TTBS e incubada com o conjugado 
antimouse-fosfatase alcalina (Sigma Chemical, St. 
Louis, EUA) (1:30.000 em TTBS), por 1 hora a 37°C. 
A membrana foi lavada duas vezes com TTBS, seguida 
de uma lavagem de TBS (100 m mol L-1 Tris HCl pH 
7,5, 0,9% NaCl). Finalmente, a membrana foi revelada 
com BCIP/NBT ("bromochloroindolyl phosphate"/ 
"nitrobluetetrazolium").
Para o Dot blot dos 16 clones lisados em tampão de 
lise, do lisado bacteriano bruto e das frações da purificação 
da proteína BSOLV-rcCP, alíquotas de 2 µL foram 
depositadas sobre membrana de nitrocelulose e secas em 
estufa a 37°C por 20 min. A membrana foi submetida à 
mesma metodologia seguida no Western blot.
Resultados e Discussão
Foi amplificado, em PCR, um produto de 
aproximadamente 390 pb, conforme o esperado 
para o fragmento BSOLV-rcCP (Figura 1 A). 
Após sequenciamento e submissão ao programa 
BLAST, a sequência de nucleotídeos amplificada 
apresentou 100% de similaridade com a sequência 
do BSOLV depositada no GenBank, número de 
Figura 1. Fragmento com aproximadamente 390 pb (1), 
correspondente ao BSOLV-rcCP (A). M, marcador de peso 
molecular com 1.000 pb DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, 
EUA). Dotblot dos 16 clones selecionados de Escherichia 
coli M15, com a construção pQE-30 + BSOLV-CP, após 
indução da expressão da proteína (B). Nos clones 10, 11 e 
13 ocorreu a formação de halo mais intenso. C-, controle 
negativo; C+, controle positivo.
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Figura 2. Dot blot das alíquotas do lisado bacteriano e das 
frações de purificação da proteína BSOLV-rcCP. Observa-se 
a presença de maior concentração da proteína BSOLV-rcCP 
no lisado bruto e nas eluições 4 e 5. 1, Lisado bacteriano 
bruto; 2, Lisado, após passagem pela coluna; 3, lavagem da 
coluna; 4 a 8, eluições da proteína BSOLV-rcCP.
acesso AJ_002234.1. O fragmento obtido corresponde 
à região codificadora de um sítio antigênico, da região 
central da proteína capsidial do BSOLV. O algoritmo 
que prediz as regiões antigênicas num polipeptídeo, 
utilizado pela ferramenta Antibody Epitope Prediction 
(Peters et al., 2005), baseia-se na predição da 
hidrofilicidade de regiões do polipeptídeo, que está 
diretamente correlacionada à sua antigenicidade. Estas 
porções hidrofílicas são regiões mais acessíveis, ou 
mais expostas do polipeptídeo (Mant et al., 2009). 
Após a clonagem, o DNA plasmidial (construção 
pGEMT-Easy+BSOLV-CP) e o vetor de expressão 
pQE-30 foram digeridos com as enzimas de restrição 
Hind III e Sst I, para que extremidades coesivas fossem 
geradas. O sucesso do procedimento foi confirmado 
por meio de eletroforese dos produtos da digestão. 
O inserto BSOLV-CP e o vetor pQE-30 foram excisados 
do gel, e ligados. A construção BSOLV-CP+pQE-30 
foi transformada em células de Escherichia coli M15 
(pREP4), e 16 clones recombinantes foram induzidos 
para a expressão da proteína e submetidos a Dot 
blot (Figura 1 B). Houve diferenças nos níveis de 
expressão da proteína, evidenciadas pela formação de 
um halo de tonalidade diferente. A presença do halo 
mais escuro significa maior quantidade da proteína 
BSOLV-rcCP. Foi selecionado o clone 10 para a expressão 
da proteína.
O lisado bruto da cultura bacteriana (clone 10) e as 
frações da purificação em coluna de níquel-agarose – 
passagem do lisado bruto pela coluna, lavagens da 
coluna e eluições da proteína – foram submetidas a 
Dot blot (Figura 2). Foi possível visualizar, por meio 
da intensidade da reação, a presença da proteína 
BSOLV-rcCP, tanto nas frações do lisado bruto como 
nas frações de eluição da coluna. As frações 4 e 5 
apresentaram maior quantidade da proteína.
Em SDS-PAGE ("sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis"), observou-se que 
as frações de eluição continham principalmente uma 
proteína de aproximadamente 14 kDa – BSOLV-rcCP 
(Figura 3 A). Em Western blot, foi possível identificar 
a proteína BSOLV-rcCP de aproximadamente 14 kDa 
no lisado bruto e na primeira lavagem da coluna 
(Figura 3 B). Nas frações de eluição 4 e 5, foi observada 
a presença da proteína em grande concentração.
O BSV tem uma diversidade genômica e sorológica 
reconhecida mundialmente e é importante a 
produção de antissoros para detectar os sorotipos 
conhecidos do vírus (Agindotan et al., 2003). 
Atualmente, são aceitos como espécies definitivas 
pelo ICTV (“International Committee on Taxonomy of 
Figura 3. SDS-PAGE (A) e Western blot (B) do lisado 
bacteriano e das frações da proteína BSOLV-rcCP purificada. 
Em A, as frações de eluição contêm principalmente uma 
proteína de aproximadamente 14 kDa; em B, observa-se a 
reação da proteína de 14 kDa com o antissoro anti-6xHis e 
que as eluições 4 e 5 contêm maior quantidade da proteína 
BSOLV-rcCP purificada. M, marcador de massa molecular 
BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen, 
Carlsbad, EUA); 1, lisado bacteriano bruto; 2, lisado, após 
passagem pela coluna; 3, lavagem da coluna; 4 a 8, eluições 
da proteína BSOLV-rcCP.
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Viruses”) três espécies do BSV: o Banana streak Mysore 
virus, o Banana streak OL virus e o Banana streak GF 
virus, da família Caulimoviridae, genêro Badnavirus 
(Hull et al., 2005). Há, ainda, a proposição de outras 
espécies que se baseiam em diferenças nas sequências 
de nucleotídeos da ORF III do BSV (Figueiredo et al., 
2006; Jaufeerally-Fakim et al., 2006). 
Para a detecção do BSV epissomal, foi desenvolvida 
a metodologia de IC-PCR (Harper et al., 1999; Le 
Provost et al., 2006), que reduz a possibilidade de 
se detectarem as sequências do BSV integradas no 
genoma da bananeira. 
Com o número crescente de sequências de 
nucleotídeos dos isolados e espécies do BSV 
depositados no GenBank, a produção de proteínas 
recombinantes em E. coli torna-se uma alternativa para 
a obtenção de antígenos para a produção de antissoros 
contra o BSV. Uma vez que seja obtido um clone 
recombinante, este pode ser reproduzido em meio de 
cultivo, para fornecimento da proteína recombinante 
em grande escala. 
Com base em sequências codificadoras depositadas 
no GenBank, pode-se produzir uma ampla gama de 
proteínas recombinantes, para produção de antissoros 
contra os diversos isolados e espécies do BSV.
Conclusões
1. A metodologia apresentada é apropriada para 
a expressão da proteína BSOLV-rcCP, e as etapas 
de clonagem e purificação da proteína podem ser 
reproduzidas.
2. A expressão da proteína recombinante 
BSOLV-rcCP é uma alternativa para a obtenção 
do antígeno para a produção de antissoros contra o 
BSOLV. 
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